Tetramethylbenzidine (TMB)

1. Dissolver 0,1 mg de 3’,3,5,5-tetramethylbenzidine (TMB) em 0,1 ml de
dimethylsulfoxide. Adicionar 9,9 ml de 0,1 M de Acetato de Sédio (pH 6,0).
Filtrar em filtro Whatman No. 1 ou equivalente. Adicionar peroxido de
hidrogénio para uma concentracéo final de 0,01%. Isto é suficiente para duas
placas de 96 pocos. (Perdxido de hidrogénio é normalmente fornecido em uma
solucédo 30%. Apos aberto, ele pode ser armazenado a 4°C, onde permanece

estavel por 1 més).

2. Apos a lavagem final com PBS, adicione 50 pl da solugdo de substrato para

cada poco da placa. Os positivos aparecem em azul.

3. Incube por 10-30 minutos a temperatura ambiente. Os positivos aparecem

agora em amarelo.

4. Adicione 50 pl da solucdo de parada, 1 M H3zPO4 ou 2 N HySO4 (1 M H,SOy),

para cada poco. Para quantificara a ligacao, leia os resultados a 450 nm.



